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palavra-chave alergia, alergénios moleculares, reatividade cruzada, 
ImmunoCAP ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen 
Chip), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
  
resumo O presente trabalho pretende ser um estudo comparativo 
do valor clínico dos resultados entre dois métodos de 
diagnóstico laboratorial de doença alérgica, ImmunoCAP 
ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen Chip) e o 
tradicional doseamento de IgE específica por ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Numa população 
amostra com pedidos de determinação pelo método de 
ISAC, efetuou-se também o doseamento de anticorpos 
IgE específicos pelo método de ELISA de modo a avaliar 
o valor clínico de ambos os métodos no diagnóstico de 
doença alérgica. Pelo método de ISAC, foi possível 
identificar reatividade cruzada em doentes, o que teria 
passado sem confirmação pelo método de ELISA.  
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keywords allergies, molecular allergens, cross-reactivity, 
ImmunoCAP ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen 
Chip), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
  
abstract The present work aims to be a comparative study of the 
clinical value of results between two methods for the 
laboratory diagnosis of allergic disease, the method 
ImmunoCAP IgE ISAC (Immuno Solid Phase Allergen 
Chip) and the traditional method ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) specific IgE determination. In 
a sample population of individuals with ISAC`s 
requests, was carried out the assay of specific IgE 
antibodies by ELISA`s method to assess the support of 
both methods in the diagnosis of allergic disease. By 
ISAC`s method, was possible to identify patients with 
cross-reactivity, that would have gone unnoticed by 
the ELISA`s method. 
 
 
 
  
7 
 
ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
Act c: Actinidia chinensis  
Act d: Actinia deliciosa 
Aln g: Alnus incana  
Amb a: Ambrosia artemisilfolia 
Ana o: Anacardium occidentale 
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Hel as: Helix aspersa  
Hev b: Hevea braziliensis 
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Lep s: Lepisma saccharina  
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Lyc e: Lycopersicon esculentum 
Mal d: Malus domestica  
Met e: Metapenaeus ensis  
MIA: Microarray Image Analysis 
MHC: Complexo major de histocompatibilidade 
Mus xp: Musa spp. 
NPC2: Niemenn-Pick type C Proteins 
nsLTP: non-specific Lipid Tranfer Proteins 
Oct v: Octopus vulvaris 
Ole e: Ole europaea 
Onc m: Oncorhynchus mykiss 
Pan b: Pandalus borealis 
Pan s: Panulirus stimpsoni  
Par j: Parietaria judaica 
Pen a: Penaeus aztecus 
Pen i: Penaeus indicus  
Pen m: Penaeus monodon 
PGD2: Prostaglandina D2 
pH: Potencial de hidrogénio iónico  
Phl p: Phleum pratense 
Pho d: Phoenix dactylifera  
Pla a: Platanus acerifolia 
PR-10: Proteinas de defesa 
PRP: Pathogenesis Related Proteins 
Pru ar: Prunus armeniaca 
Pru av: Prunus avium 
Pru d: Prunus domestica 
Pru du: Prunus dulcis  
Pru p: Prunus persica 
Pyr c: Pyrus communis 
Ran e: Rana esculenta 
Sal s: Salmo salar 
Sar sa: Sardinops sagax  
Seb m: Sebastes marinus  
Ses i: Sesamum indicum 
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SSP: Sead Storage Protein 
Th: Linfócitos T helper 
Thu a: Thunnus albacares 
Tod p: Todarodes pacificus 
Tyr p: Tyrophagus putrescentiae 
Vig r: Vigna radiata  
Vit v: Vitis vinifera 
Xip g: Xiphias gladius 
Zea m: Zea mays 
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1 - INTRODUÇÃO 
 
 
No âmbito do Mestrado em Biologia Molecular e Celular, pretende-se efetuar um 
estudo comparativo de duas técnicas laboratoriais utilizadas no estudo de 
doenças alérgicas.  
Atualmente, a Alergologia é uma importante área clínica e de investigação, 
resultante de uma crescente prevalência desta patologia na população, tendo 
cada vez maior expressão nos exames efetuados num Laboratório de Analises 
Clínicas. 
Este projeto visa um estudo comparativo entre um novo método e o método 
atualmente mais utilizado neste tipo de estudos laboratoriais. Concretizando, 
propomo-nos fazer um estudo comparativo do valor clínico, no sentido do 
diagnóstico inicial de doença alérgica, dos resultados entre o método ImmunoCAP 
ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen Chip) e o método tradicional de 
doseamento de IgE específica por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay). 
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2 - FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 
2.1 - CONCEITOS 
Hipersensibilidade: 
Sinais ou sintomas objectivamente reprodutíveis, desencadeados pela exposição 
a estímulos conhecidos numa dose que é tolerada pelos indivíduos normais.1,2,3,4,5 
 
Alergia:  
Reacção de hipersensibilidade mediada por mecanismos imunológicos. Resposta 
exagerada que surge normalmente minutos após o contacto com 
alergénios.1,2,3,4,5 As reações a alergénios ambientais e alimentares filiam-se na 
sua maioria na hipersensibilidade do tipo I (ver Tabela 1).6  
 
Atopia:  
Tendência pessoal ou familiar para produzir anticorpos IgE em resposta a doses 
baixas de alergénios e a desenvolver sintomas típicos tais como asma, 
rinoconjuntivite ou eczema / dermatite.1,2,3,4,5 
 
Tem-se verificado nos últimos anos um aumento da prevalência de doenças 
alérgicas. As mais frequentes são a rinite alérgica, asma, eczema atópico, 
urticária e angioedema. A mais grave manifestação alérgica é a anafilaxia, sendo 
uma reação imediata, sistémica e potencialmente fatal. 
 
Segundo a classificação de Gell e Coombs podemos distinguir quatro tipos de 
Hipersensibilidade1. Três ocorrem a nível humoral e são mediadas por: anticorpos 
IgE (tipo I), anticorpos IgG (tipo II) e por imunocomplexos antigénio-anticorpo (tipo 
III). Um quarto tipo de hipersensibilidade é mediado por células.1,2,3,6 
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Tabela 1 - Tipos de Hipersensibilidade (Gell & Coombs) 
 
Classificação 
 
 
Definição 
 
Imunopatologia 
 
Reações 
patológicas 
 
 
 
 
 
Tipo I 
 
Hipersensibilidade 
imediata 
mediada por IgE 
 
Resulta da produção aumentada de IgE 
específica. Após esta se ligar ao antigénio, 
os mastócitos e basófilos que captam os 
alergénios através da IgE ligada ao seu 
recetor de alta afinidade ficam ativados e 
desgranulam, libertando agentes vaso-
ativos, sobretudo histamina e outros 
mediadores lipídicos. 
  
 
Reações alérgicas, 
tais como, febre, 
asma, urticária, 
alergias 
alimentares, 
eczema e reações 
anafiláticas. 
 
 
 
Tipo II 
 
Reações citotoxicas 
mediadas por IgG 
 
 
IgG ligam-se a antigénios expressos na 
membrana celular de determinadas células. 
Estes IgG vão ativar o sistema de 
complemento. 
 
Reações 
transfusionais, 
anemia hemolítica 
autoimune, 
eritroblastose fetal, 
reações alérgicas 
a alguns fármacos 
 
 
 
Tipo III 
 
Reações por 
imunocomplexos 
antigénio-anticorpo 
 
 
Imunocomplexos depositados em vários 
tecidos induzem a ativação do complemento 
e uma resposta inflamatória mediada por 
neutrófilos. 
 
 
Doença do soro, 
glomerulonefrite, 
vasculite 
necrosante. 
 
 
Tipo IV 
 
Hipersensibilidade 
celular ou 
Hipersensibilidade 
tardia 
 
 
Linfócitos TH1 sensibilizados libertam 
citocinas que ativam os macrófagos e 
linfócitos TC que levam à apoptose das 
células alvo. 
 
Dermatite atópica,  
rejeição de 
enxertos, asma 
brônquica, rinite 
alérgica. 
 
 
Em termos gerais uma doença alérgica atópica ocorre em duas fases: fase de 
sensibilização, com produção de anticorpos IgE específicos que reconhecem o 
alergénio em causa a que se segue uma fase de contato secundário ou 
provocação (reatividade alérgica).7,8 
 
2.1.1 - Fase de sensibilização  
 
Nesta fase o alergénio é processado por uma célula apresentadora de antigénio 
(APC – antigen presenting cells), em especial magrófagos e células dendríticas. 
Após processamento, os péptidos obtidos são apresentados a linfócitos T. Estas 
células ficam ativadas e sintetizam citocinas. Ao contrário do que se passa em 
indivíduos saudáveis, em indivíduos atópicos os tipos de interleucinas sintetizadas 
(produzidas principalmente por células T, cujas funções envolvem a ativação e 
indução da divisão de outras células) induzem a mudança de isotipo para IgE em 
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linfócitos B que reconhecem o mesmo antigénio que os linfócitos T. Estes 
anticorpos IgE entram em circulação e vão-se ligar a recetores de alta afinidade 
presentes na sua maioria em mastócitos e basófilos1,2,3,4,5.  
 
2.1.2 - Fase de contato secundário ou provocação  
 
Devido a uma memória imunológica decorrente do contacto prévio, já está 
presente em circulação uma grande percentagem de moléculas IgE especificas 
na superfície dos mastócitos. Por isso pode ocorrer a ligação de duas ou mais 
moléculas de IgE a determinados antigénios. Esta ligação leva à desgranulação 
de mastócitos, basófilos e libertação de mediadores. Estes mediadores são 
responsáveis pelos sintomas observados em reações alérgicas, tais como, 
edema, contração de células musculares lisas, vasodilatação1,2,3,4,5. 
 
 
Figura 1 - Fases de sensibilização e contato secundário ou provocação (fonte: www.phadia.com)9 
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2.1.3 - Linfócitos Th1 e Th2 
  
Tabela 2 - Resposta imunológica a um estímulo de um alergénio
1,2,10 
Normal: 
Resposta imunológica suave, com 
produção de anticorpos específicos da 
classe IgG (IgG1 e IgG4) e nos testes in 
vitro os linfócitos T helper respondem 
com um moderado grau de proliferação 
e produção de -Interferon e IL-12 
(resposta Th1) 
 
Doente atópico: 
Resposta imunológica exagerada, 
caracterizada pela produção de 
anticorpos específicos da classe IgE e 
nos testes in vitro os linfócitos T helper 
respondem pela produção de IL-4, IL-5 
e IL-13 (resposta Th2) 
 
 
 
2.1.4 - Fatores de risco 
 
 
Figura 2 – Importância do estabelecimento de um equilíbrio de citocinas de resposta Th1 e Th2 (fonte: www.phadia.com)
9 
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O estilo de vida do mundo industrializado tem vindo a causar o aumento da 
prevalência de doenças alérgicas. O sedentarismo, o aumento da poluição, as 
alterações alimentares, hábitos de higiene são alguns dos fatores que 
contribuíram para este aumento.1,2 
Na sua maioria, os fatores de risco de aumento de doenças alérgicas podem ser 
divididos em três grupos (figura 3): 
 
Predisposição genética 
Diversos estudos demonstraram que o risco para o desenvolvimento de doenças 
alérgicas tem um componente hereditário. Quantos mais casos de doenças 
alérgicas na família houver, maior é a probabilidade de transmissão genética. Os 
filhos de pais atópicos têm maior probabilidade de doença, podendo essa 
probabilidade chegar aos 80% se ambos os progenitores tiverem a mesma 
doença alérgica.1,2 O sistema HLA pode condicionar determinadas respostas 
alérgicas mesmo em indivíduos com valores de anticorpos IgE baixos.5 
 
Exposição ambiental 
Um outro fator importante é a poluição ambiental. Nos países industrializados 
podemos encontrar na atmosfera fumo de tabaco, óxidos de azoto e enxofre, 
ozono e partículas de diesel.1,4  
 
Predisposição do hospedeiro 
O tipo de dieta alimentar, os estilos de vida cada vez mais sedentários (cada vez 
mais, a presença assídua em ambientes fechados, facilita a exposição a ácaros, 
animais domésticos e fungos), o género (feminino a partir da adolescência, 
masculino na infância), hábitos de higiene, podem originar um aumento de 
doenças alérgicas.1,4 
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Figura 3 - Fatores de risco de doença alérgica 
 
2.2 - ALERGÉNIOS  
Sintetizando, antigénio é uma substância capaz de iniciar uma resposta 
imunológica, causando a formação de anticorpos.1,2,11,12  
Epitopo ou determinante antigénico é a fração do antigénio que se liga ao 
paratopo do anticorpo específico.1,2,3  
Alergénio é um antigénio, normalmente de baixo peso molecular, que desperta 
uma resposta com produção de anticorpos da classe E que interage com o 
sistema imunitário, sensibilizando-o numa primeira fase, em que ocorre a 
formação de anticorpos IgE específicos para que num contacto posterior ocorra 
ativação celular, libertação de mediadores vasoativos e infiltrado 
inflamatório.1,2,11,12 
ALERGIA 
Predisposição 
genética 
• Fatores hereditários 
• Sistema HLA 
Exposição 
ambiental 
• Poluição 
• Tabaco Predisposição 
do hospedeiro 
• Dieta alimentar 
• Estilo de vida 
• Género 
• Higiene 
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2.2.1 - Principais fontes de alergénios de origem vegetal 
 
2.2.1.1 - Principais fontes de alergénios de origem vegetal não alimentar 
 
 
 
Figura 4 – Phleum pratense (fonte: www.phadia.com)9  
 
Pólenes: 
Estes alergénios são o maior grupo de aeroalergénios de origem vegetal. O grão 
de pólen contém proteínas que intervêm no processo de fecundação. O seu 
elevado teor proteico justifica a sua intervenção em processos alérgicos. O pólen 
capaz de induzir sensibilização pertence a diversos grupos de plantas e varia de 
acordo com as regiões e condições climáticas.1,13,14,15,16  
As plantas alergisantes pertencem na sua maioria a três grupos: 
 Árvores com polinização dominante no final do inverno e inicio da 
primavera, ex: Betulia verrucosa (vidoeiro), Olea europaea (oliveira), 
Platanus acerifolia (plátano), 
 Ervas, com polinização na primavera e inicio do verão, ex: Phelum 
pratense (rabo de gato), Cynodon dactylon (grama) 
 Plantas silvestres e arbustos, com polinização que se inicia na primavera e 
se estende até ao outono, ex: Parietaria judaica (parietária), Artemisia 
vulgaris (artemísia) 
 
26 
 
 
Figura 5 - Havea brasiliensis (fonte: www.phadia.com)9 
 
Látex:  
Obtido a partir de uma substância segregada pela Havea brasiliensis, tem 
múltiplas utilizações: luvas, adesivos, preservativos, balões, tetinas de biberão e 
vestuário. A reação cruzada entre o látex e determinados alimentos pode 
condicionar situações alérgicas marcadas.1,13,14,15,16 
 
2.2.1.2 - Principais fontes de alergénios de origem vegetal alimentar 
 
 
Figura 6 - Triticum aestivum (fonte: www.phadia.com)9  
 
Cereais:  
Ricos em proteínas hidrossoluveis tais como albumina, globulinas e 
glútenes.1,13,14,15,16,17 
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Figura 7 - Corylus avellana (fonte: www.phadia.com)9 
 
Frutos secos:  
Têm alto teor lipoproteico, tendo proteínas de reserva suscetíveis de originar 
reações alérgicas, ex:Avelã.1,13,14,15,16,17 
 
 
Figura 8 - Malus domestica (fonte: www.phadia.com)9 
 
Frutos frescos:  
Contêm proteínas de transferência de lipidos, presentes principalmente na casca 
dos frutos, ex: Maçã, Pêssego, Pêra.1,13,14,15,16,17 
 
 
Figura 9 - Arachis hypogaea (fonte: www.phadia.com)9 
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Leguminosas: 
Têm alto valor proteico, ex: Amendoim, Semente de Sésamo, Soja.1,13,14,15,16,17 
 
2.2.2 - Principais fontes de alergénios de origem animal 
 
2.2.2.1 - Principais fontes de alergénios de origem animal não alimentar 
 
 
Figura 10 - Dermatophagoides pteronyssinus (fonte: www.phadia.com)9 
 
Ácaros:  
São dos alergénios mais importantes em alergologia, particularmente em países 
desenvolvidos e em desenvolvimento, onde diversas atividades decorrem em 
ambientes interiores. Há dois grandes grupos de ácaros em função do seu 
habitat:1,13,14,15,16  
 Ácaros do pó doméstico (Dermatophagoides pteronyssinus, 
Dermatophagoides farinae, Euroglyphus maynei, Dermatophagoides 
microceras, Blomia tropicalis): encontram-se em colchões, sofás, carpetes. 
  Ácaros de armazenamento (Acarus siro, Glycyphagus domesticus, 
Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae)  que se encontram 
em sótãos, despensas ou celeiros.  
Os ácaros podem estar presentes durante todo o ano, atingindo, a sua maior 
concentração na primavera e no outono, altura em que decorre o ciclo de 
reprodução.  
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Figura 11 - Aspergillus fumigatus (fonte: www.phadia.com)9
 
 
Fungos:  
Microrganismos que habitam na sua maioria em matéria orgânica em 
decomposição em locais húmidos e sombrios. Os esporos dos fungos dispersos 
na atmosfera podem provocar sensibilização quando são inalados ou quando 
entram em contacto com superfícies mucosas e cutâneas; são mais frequentes 
entre julho e outubro:1,13,14,15,16  
 Alternaria alternata é o fungo atmosférico que mais frequentemente 
provoca respostas anticorpicas do tipo IgE. 
 Cladosporium herbarum e o Aspergillus fumigatus são fungos que estão 
muitas vezes presentes no interior e exterior das habitações. 
 
 
Figura 12 - Felis domesticus   
 
Gato:  
Os alergénios de gato (epitélio e pelo) são uma das causas mais comuns de 
doenças alérgicas respiratórias. Têm um elevado poder alergénico, são 
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aerotransportados e têm uma capacidade de permanecer longos períodos no 
interior das habitações.1,13,14,15,16 
 
 
Figura 13 - Canis familiaris (fonte: www.phadia.com)9  
 
Cão:  
Os alergénios encontram-se no epitélio, na saliva e na urina. Podem ser 
aerotransportados, mas não têm uma capacidade idêntica aos alergénios do gato 
de permanecerem por longos períodos de tempo no interior das 
habitações.1,13,14,15,16 
 
 
Figura 14 - Blatella germânica (fonte: www.phadia.com)9  
 
Barata:  
Produzem alergénios potentes (enzimas digestivas presentes nas fezes) que são 
responsáveis por formas graves de asma e rinite.1,13,14,15,16 
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2.2.2.2 - Principais fontes de alergénios de origem animal alimentar 
 
 
 Figura 15 – Lacte bovis (fonte: www.phadia.com)9  
 
Leite de Vaca:  
As principais proteínas envolvidas neste tipo de resposta são a caseína, a alfa-
lactoalbumina e a beta-lactoglobulina. A caseína é termoestável.1,13,14,15,16,17  
 
 
 Figura 16 – Ovum (fonte: www.phadia.com)9  
 
Ovo:  
Existem alergénios da clara e da gema. A proteína com maior predominância na 
clara é a ovoalbumina que é termolábil, também presentes a ovomucóide que é 
termoestável, e a ovotransferrina ou conalbumina que é termolábil. A albumina 
sérica é a principal proteína da gema do ovo.1,13,14,15,16,17 
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Figura 17 - Gadus morhua (fonte: www.phadia.com)9 
 
Peixe:  
A parvalbumina é a maior proteína alergénica, estando presente em grande 
percentagem no bacalhau. É termoestável.1,13,14,15,16,17 
 
 
Figura 18 – Crustatum (fonte: www.phadia.com)9  
 
Crustáceos:  
A tropomiosina é a principal proteína alergénica presente no camarão e outros 
mariscos. É termoestável e solúvel na água.1,13,14,15,16,17  
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Tabela 3- Alguns alergénios de origem vegetal mais comummente associados a doença atópica13,14,15,16 
Alguns alergénios de origem vegetal mais comuns 
Não alimentares Alimentares 
Amieiro Aipo 
Artemísia Amendoim 
Bromelina Avelã 
Cedro Japonês Cenoura 
Cipreste do Arizona Cereais 
Erva de Santiago Kiwi 
Grama rasteira Maçã 
Látex Noz do Brasil 
Oliveira Pêssego 
Parietária Sementes de Sésamo 
Plátano Soja 
Rabo de Gato Morango 
Salsola Cacau 
Vidoeiro Banana 
Milho Ameixa 
Girassol Melão 
Erva daninha Pera 
 Damasco 
 Uva 
 Ananás 
 Limão 
 Castanha 
 Amêndoa 
 Tomate 
 Cereja 
 Laranja 
 Alface 
 Pimento 
 Feijão 
 Noz 
 Nabo 
 Nabiça 
 Noz Cajú 
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Tabela 4 - Alguns alergénios de origem animal mais comummente associados a doença atópica13,14,15,16 
Alguns alergénios de origem animal mais comuns 
Não alimentares Alimentares 
Animais  Ácaros Fungos Insetos e Parasitas  
Cão Dermatophagoides 
pteronyssimus 
Alternaria Abelha Bacalhau 
Cavalo Dermatophagoides 
farinae 
Aspergillus Anisakis Camarão 
Gato Euroglyphus maynei Cladosporium Barata Carpa 
Rato Dermatophagoides 
 microceras 
 Ascaris lumbricoides Leite 
Vaca Lepidoglyphus destructor  Vespa Ovo 
Galinha Tyrophagus 
putrescentiae 
  Salmão 
 Blomia tropicallis   Solha 
 Acarus siro   Truta 
    Sardinha 
    Espadarte 
    Peixe-ruivo 
    Lagosta 
    Caranguejo 
    Rã 
    Mexilhão 
    Ostra 
    Caracol 
    Polvo 
    Lula 
    Porco 
    Atum 
 
2.3 - ALERGÉNIOS MOLECULARES 
Componentes de alergénicos purificados ou recombinantes (dependendo da 
biodisponibilidade do alergénio) que mimetizam determinantes antigénicas em 
fontes alergénicas naturais. A nomenclatura dada a cada um dos alergénios 
moleculares deve seguir as normas internacionais da “International Union of 
Immunological Societies”.18,19,21  
 
 
Figura 19 - Alergénios moleculares: nomenclatura (Exemplo) 
Canis familiares 
Fonte 
alergénica 
Can f 1 
Alergénio 
molecular 
Can f 1 
Can: Genero 
 f:   Especie 
 1: Registo progressivo         
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2.4 - REATIVIDADE CRUZADA 
Muitas fontes biológicas partilham determinantes antigénicas, pelo que originam 
reactividades cruzadas (o mesmo anticorpo é capaz de reconhecer mais do que 
um alergénio – reactividade cruzada). O aprofundamento do estudo de alergénios 
moleculares permitiu agrupar alergénios que, tendo origens diferentes, 
apresentam composições químicas ou epitopos semelhantes. 
Grupos de alergénios classificados como panalergénios incluem proteínas que 
estão presentes em fontes alergénicas de origem vegetal e animal, podendo ou 
não estar relacionadas.1,21 
Como exemplo, a componente alergénica Bet v1 (presente na árvore Betula 
verrucosa) também se encontra presente noutras fontes alergénicas de origem 
vegetal não relacionadas tais como, maçã, kiwi e amendoim. Podendo um doente 
atópico ter uma reação alérgica à maçã decorrente de uma sensibilização prévia à 
Betula verrucosa. 
 
2.4.1 - Principais grupos de alergénios moleculares com reatividade cruzada 
de origem vegetal: 
PR-10 ou proteínas análogas do Bet v 1 
O maior componente do pólen da Betula verrucosa Bet v 1 pertence a um grupo 
de proteínas designadas por PRP (Pathogenesis Related Proteins). Proteínas 
homólogas do Bet v 1 estão largamente distribuídas no reino vegetal. Apresentam 
instabilidade ao calor ou à digestão, podendo ser inofensivas em alimentos 
cozinhados. Estão em geral associadas a manifestações da síndroma alérgica 
oral1,21 
 
nsLTP (non-specific Lipid Transfer Proteins) 
Proteínas não específicas de transferência de lípidos têm a capacidade de 
transportar moléculas lipídicas, pertencendo a uma classe de proteínas com 
atividade antibacteriana e antifungica. Existem em certas estruturas vegetais 
como pólenes e frutos. Resistem a um pH baixo, a temperaturas elevadas e à 
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ação de proteases o que favorece a sua ação como alergénios alimentares. 
Localizam-se principalmente nas cascas dos frutos. Provocam formas de alergia 
de maior gravidade, frequentemente sistémicas, podendo estar associadas a 
manifestações da síndroma alérgica oral. 1,21 
 
Profilinas 
Proteínas de pequena dimensão, localizadas no citoplasma celular, que regulam a 
polimerização da actina no citoesqueleto e certos aspetos da permeabilidade da 
membrana celular. São pouco resistentes ao calor e digestão gástrica. 1,21 
 
Polcalcinas 
Pertencem à família das proteínas de ligação ao ião Ca2+ e estão envolvidos no 
controlo dos níveis de cálcio intracelular. Estão associadas a reações cruzadas 
entre pólenes de diferentes famílias e não associadas diretamente a alergias 
alimentares. 1,21 
 
Proteínas de armazenamento de sementes / SSP (Sead Storage Protein) 
Proteínas que fornecem às sementes das plantas nutrientes para o seu 
crescimento. São frequentemente designadas de acordo com o seu peso 
molecular. São os alergénios dominantes nas sementes, estáveis ao calor e 
digestão, por isso mesmo provocam reações, mesmo em alimentos cozinhados. 
Podem provocar reações sistémicas graves e anafilaxia. 1,21 
 
Marcador CCD (Cross-reactive Carbohydrate Determinants)  
Pode ser usado como marcador de sensibilização a hidratos de carbono, estando 
envolvidos em vários fenómenos de reatividade cruzada. Raramente associados a 
sintomas clínicos podem, no entanto, causar reações adversas num número 
limitado de pacientes. 1,21 
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2.4.2 - Principais grupos de alergénios moleculares com reatividade cruzada 
de origem animal: 
Proteases cisteínicas / Cysteine protease.  
Enzimas digestivas excretadas nas partículas fecais os ácaros, com alta 
reatividade cruzada entre as espécies de ácaros. 1,21  
 
Família NPC2 (Niemann-Pick type C Proteins).   
Derivados do corpo dos ácaros, com alta reatividade cruzada entre as espécies 
de ácaros. 1,21  
 
Parvalbumina 
Uma das principais fontes alergénicas de origem animal sendo um marcador de 
reatividade cruzada entre espécies diferentes de peixes e anfíbios. É uma 
proteína envolvida na contração muscular, estável ao calor. 1,21 
 
Tropomiosina 
São proteínas das fibras musculares que ligam a actina e regulam a contração 
muscular nos invertebrados. Resistem mesmo a longas cozeduras e digestão. 1,21 
 
Albumina do Soro 
A par da parvalbumina, é também uma das principais fontes alergénicas de 
origem animal. Está presente em diferentes tecidos animais como sangue, carne, 
ovo ou leite. Pode haver reatividade cruzada entre albuminas de espécie 
diferentes tais como, gato, cão e porco. Proteína envolvida na contração 
muscular, estável ao calor. 1,21 
 
Nas tabelas 5, 6 e 7 estão representados os principais grupos de alergénios 
moleculares com reatividade cruzada. Todos os alergénios moleculares nas 
tabelas 5, 6 e 7 representados a vermelho estão presentes na lista de alergénios 
moleculares do método de ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip) 
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Tabela 5 - Reatividade cruzada entre alergénios de origem vegetal (os alergénios moleculares representados a 
vermelho estão presentes no painel ISAC) 13,14,15,16 
Fonte alergénica Alergénios moléculares 
 PR-10 nsLTP Profilinas Polcalcinas SSD 
Vidoeiro Bet v 1  Bet v 2 Bet v3 
Bet v4 
 
Amieiro Aln g 1   Aln g4  
Aveleira Cor a 1.0101     
Oliveira  Ole e7 Ole e 2 Ole e3 
Ole e8 
 
Plátano  Pla a3    
Cipreste do arizona    Cup a4  
Latex  Hev b12 Hev b 8   
Palmeira   Pho d2   
Dedaleira   Mer a 1   
Parietaria  Par j1 
Par j2 
Par j3   
Nabiça    Bra n4 
Bran2 
 
Nabo    Bra r4 
Bra r7 
 
Milho   Zea m12   
Erva de Santiago  Amb a6 Amb a8 Amb a9 
Amb a10 
 
Erva daninha   Che a2 Che a3  
Girassol  Hel a3 Hel a2   
Artemisia  Art v 3 Art v4 Art v5  
Rabo de Gato   Phl p 12 Phl p 7  
Grama rasteira   Cyn d12 Cyn d7  
Kiwi Act d 8 
Act c8 
Act d10 
Act c10 
Act d9   
Maçã Mal d 1 Mal d3 Mal d4   
Pessego Pru p 1 Pru p 3 Pru p4   
Melão   Cuc m2   
Ameixa  Pru d3    
Morango  Fra a3 Fra a4   
Pera Pyr c1 Pyr c3 Pyr c4   
Damasco Pru ar1 Pru ar3    
Cereja Pru av1 Pru av3 Pru av4   
Uva  Vit v1    
Banana   Mus xp1   
Ananás   Ana c1   
Limão  Cit l3    
Laranja  Cit s3 Cit s2   
Alface  Lac s1    
Pimento   Cap a2   
Tomate  Lyc e3 Lyc e1   
Aipo Api g 1 Api g2 Api g4   
Cenoura Dau c 1  Dau c4   
Soja Gly m 4  Gly m3  Gly m 5 
Gly m 6 
Feijão Vig r1     
Amendoim Ara h 8 Ara h9 Ara h5  Ara h 1 
Ara h 2 
Ara h 3 
Noz do Brasil     Ber e 1 
Sementes de Sésamo     Ses i 1 
Avela Cor a 1.0401 Cor a 8 Cor a2  Cor a 9 
Noz  Jug r3    
Amêndoa  Pru du3 Pru du4   
Castanha Cas s1 Cas s8    
Noz Cajú     Ana o2 
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Tabela 6 - Reatividade cruzada entre ácaros (os alergénios moleculares representados a vermelho estão presentes no 
painel ISAC) 13,14,15,16 
Fonte Alergénica Alergénios moléculares 
 Proteases citeinicas NPC2 family 
Dermatophagoides 
pteronyssimus (HDM) 
Der p 1 Der p 2 
Dermatophagoides 
farinae (HDM) 
Der f 1 Der f 2 
Euroglyphus maynei (HDM) Eur m1 Eur m 2 
Dermatophagoides microceras (HDM) Der m1  
Lepidoglyphus destructor (SM)  Lep d2 
Tyrophagus putrescentiae (SM)  Tyr p2 
Blomia tropicalis Blo t1  
  
 
Tabela 7 - Reatividade cruzada entre alergénios de origem animal (os alergénios moleculares representados a 
vermelho estão presentes no painel ISAC) 13,14,15,16 
Fonte alergénica Alergénios moléculares 
 Parvalbumina Tropomiosina Albumina de soro 
Carpa Cyp c1   
Bacalhau Gad c 1 
Gad m1 
  
Salmão Sal s1   
Solha Lep w1   
Truta Onc m1   
Espadarte Xip g1   
Sardinha Sar sa1   
Peixe-ruivo Seb m1   
Atum Thu a1   
Rã Ran e2   
Camarão  Pen a 1 
Pen i 1 
Pen m 1 
Pan b1 
Met e1 
Cra c1 
Lit v1 
 
Caranguejo  Cha f1  
Lagosta  Hom a1 
Pan s1 
 
Ostra  Cra g1  
Caracol  Hel as1  
Polvo  Oct v1  
Lula  Tod p1  
Traça  Lep s1  
Vaca   Bos d 6 
Gato   Fel d 2 
Cão   Can f 3 
Cavalo   Equ c 3 
Galinha   Gal d5 
Barata  Bla g7  
Anisakis  Ani s 3  
Ascaris lumbricoides  Asc l3  
Mosquito  Chi k10  
Dermatophagoides 
pteronyssimus (HDM) 
 Der p 10  
Dermatophagoides 
farinae (HDM) 
 Der f10  
Lepidoglyphus destructor 
(SM) 
 Led d10  
Tyrophagus 
putrescentiae (SM) 
 Tyr p10  
Blomia tropicalis  Blo t10  
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3 - DIAGNÓSTICO DE DOENÇA ATÓPICA 
 
No diagnóstico de doença alérgica é necessário obter a história clínica do doente, 
tendo em atenção a história familiar de patologia alérgica, efetuar um exame físico 
rigoroso e realizar exames biológicos (testes cutâneos de alergia) e/ou 
laboratoriais (método de ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay, método 
de ISAC - Immuno Solid-phase Allergen Chip). 
A história clínica revela sinais e sintomas orientadores de doença alérgica (ex: 
corrimento nasal, obstrução nasal, prurido, crises de dispneia, eczema, urticária, 
etc). 
O teste cutâneo de alergia (também designado por “prick test”) efetua-se com um 
conjunto de alergénios mais comuns das áreas geográficas dos pacientes. Este 
conjunto de alergénios inclui alergénios de ácaros, gramíneas, arvores, ervas 
infestantes, fungos, gatos e cães, embora possa incluir outros alergénios 
(dependendo também da história clínica do doente). Este teste é efetuado nos 
antebraços dos doentes onde é colocada cada gota de alergénio num local 
previamente marcado com uma caneta (geralmente é atribuído um número a cada 
alergénio). Também é colocada uma gota de solução salina (que funciona como 
controlo negativo e não deve provocar reação) e uma gota de solução de 
histamina (que funciona como controlo positivo e deve provocar reação) para 
comparação dos resultados. De seguida, efetua-se uma escarificação superficial 
no local de cada gota com uma pequena lanceta para facilitar a penetração do 
alergénio na pele. Após 15 a 20 minutos de espera, caso haja sensibilização a 
algum dos alergénios, surge uma reação que consiste numa pápula (lesão 
elevada na pele) e vermelhidão na epiderme: Reação pápulo-eritematosa.1  
 
Figura 22 - Teste cutâneo de alergia (fonte:mednet.umic.pt)20
 
 
 
Figura 21 - Reação 
negativa do teste 
cutâneo 
(fonte:mednet.umic.pt)20 
Figura 20 - Reação 
positiva do teste 
cutâneo 
(fonte:mednet.umic.pt
20
) 
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Figura 23 - Diagnóstico de doença alérgica 
 
3.1 – MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 
3.1.1 - ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
Os anticorpos IgE estão presentes no soro e no plasma humano como resultado 
da sensibilização a um alergénio específico.2,3 A identificação/doseamento destes 
anticorpos circulantes proporciona uma avaliação objetiva e fiável da 
sensibilização ao alergénio. A quantificação de IgE específica utiliza alergénios 
simples ou misturas destes. O método laboratorial mais utilizado de doseamento 
de IgE específica é o método Imunoenzimático.11,12 
 
Normalmente, começa-se por efetuar um doseamento com uma mistura de 
alergénios mais comuns, Phadiotop® (Pharmacia Diagnostic Atopic) inalante 
(constituído pelos aeroalergénios mais comuns tais como ácaros, gramíneas, 
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arvores, ervas infestantes, fungos e epitélios de animais) e Phadiotop® alimentar 
(constituído pelos alergénios alimentares com maior sensibilização infantil, leite, 
clara de ovo, bacalhau, trigo, amendoim e soja). No caso de haver positividade 
em algum dos Phadiotop®, prossegue-se com a determinação de IgE especifica 
dos alergénios relevantes do grupo em estudo. Nos aeroalergénios prossegue-se 
com a utilização de multialergénios para Gramíneas, Árvores, Epitélio de animais, 
Pó da casa e Ácaros, após se determinar para qual destes grupos alergénicos há 
sensibilização continua-se o estudo com alergénios específicos pertencentes ao 
respetivo grupo em questão. Nos alimentares prossegue-se utilizando alergénios 
específicos, isto porque o Phadiotop® alimentar já é um multialergénio.9 
 
Figura 24 - Autoanalizador ImmunoCAP 250 da marca Phadia, para o método de ELISA 
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3.1.1.2 – Princípio do método: 
 
O teste imunoenzimático é um método de análise quantitativa, que permite o 
doseamento de imunoglobulinas E que reconhecem determinantes antigénicas 
do alergénio presente na fase sólida.  
Este doseamento é possível pela utilização de um anticorpo anti-fração Fc 
(fragmento cristalizável) da Imunoglobulina E, marcado com uma enzima. 
No método utilizado, a fase sólida consiste num derivado de celulose fechado 
numa cápsula. O polímero hidrófilo da celulose é muito ramificado, 
proporcionando um microambiente ideal para a ligação de alergénios.  
Os anticorpos presentes na amostra ligam-se ao antigénio correspondente 
formando um imunocomplexo antigénio-anticorpo. De seguida é adicionado um 
anticorpo anti-imunoglobulina E humana marcado com uma enzima, que se ligará 
a esse imunocomplexo. Finalmente é adicionado um substrato marcado com um 
fluorocromo. Esse substrato na presença dessa enzima reage dando origem a 
uma reação fluorescente, revelada pela ação da luz ultravioleta,. Quanto mais 
elevada for a fluorescência, maior a concentração de anticorpo presente na 
amostra.11,12,24,25  
Os resultados obtidos são expressos em kUA/L (Unidades Alergénicas 
Especificas)9 
 
 
Figura 25 - Teste de ELISA 
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Os resultados obtidos são interpretados numa escala de Classes de 0 a 6, de 
acordo com um processo de estandardização internacional (tabela 8). 
 
Tabela 8 - Resultados de IgE específica 
Classe Resultados em KUA/L Comentário 
0 <0.35 Nível de IgE Indetetável 
1 0.35 – 0.7 Nível de IgE Baixo 
2 0.7 – 3.5 Nível de IgE Moderado 
3 3.5 – 17.5 Nível de IgE Elevado 
4 17.5 – 50 Nível de IgE Muito elevado 
5 50 – 100 Nível de IgE Muito elevado 
6 >100 Nível de IgE Extremamente elevado 
 
 
3.1.2 - ImmunoCAP ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen Chip) 
Fornece dados úteis para o fenótipo de sensibilização alérgica do doente (perfil 
molecular).  
Revela o perfil de sensibilização alérgica, a um nível molecular. 
Com a aplicação de métodos moleculares na caracterização dos alergénios, foi 
possível especificar a natureza molecular dos determinantes antigénicos. Um 
número cada vez maior de sequências de alergénios e painéis de alergénios 
recombinantes tornou-se assim disponível.1 
O uso de alergénios recombinantes, em vez de extratos de alergénios, tem 
diversas vantagens. O diagnóstico baseado na quantificação de alergénios 
simples ou em misturas, apenas identifica a fonte alergénica mas não consegue 
revelar a entidade molecular; sendo assim, o diagnóstico baseado na 
quantificação de alergénio simples ou em misturas não discrimina entre doentes 
sensibilizados com fontes alergénicas não relacionadas como acontece a doentes 
sensibilizados a alergénios com reatividade cruzada.19,29,25  
Componentes purificados ou recombinantes de alergénios são adsorvidos a uma 
lâmina de vidro pré-ativada quimicamente em pontos de forma circular num 
processo automático estabelecido pelo fabricante. Os quatro cantos do bioship 
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estão marcados com pontos específicos (os pontos do lado esquerdo tem uma 
substância fluorófora e os pontos do lado direito são específicos para controlar o 
comprimento de onda de leitura do scanner, 532 nm e 635 nm). O teste terá que ser 
considerado sem efeito no caso de estes pontos não terem fluorescência. No 
canto inferior esquerdo estão impressos apenas dois pontos que servem como 
guia de orientação da leitura da lâmina pelo scanner (microarray CapitalBio 
LuxScan™ 10K”). Os alergénios são pré-selecionados e incluem, entre outros, os 
principais marcadores de reatividade cruzada (ver tabelas 4, 5 e 6). Na figura 28 
está representada a posição e a designação dos 103 componentes alergénios 
presentes no bioship da lâmina de vidro.9,22,27,29  
 
 
Figura 26 – Lâmina ImmunoCAP ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen Chip), com quatro locais de reação, 
correspondendo cada um deles ao conjunto de alergénios moleculares presentes no bioship referido na figura 28 
 
Figura 27 - Microarray CapitalBio LuxScan™ 10K” – “Scanner” de biochip de lâminas do método de ISAC 
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Figura 28 - Disposição dos componentes alergénicos no bioship 
 
 
 
3.1.2.1 – Princípio do método: 
 
Método de análise semiquantitativa que permite a deteção e caracterização de 
anticorpos. Os componentes dos alergénios que estão imobilizados numa fase 
sólida, num formato de biochip, são incubados com amostras de plasma ou soro 
para detetar a presença eventual de anticorpos IgE específicos. Os anticorpos 
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presentes na amostra ligam-se aos componentes alergénicos imobilizados 
formando um imunocomplexo antigénio-anticorpo. Após uma lavagem, este 
imunocomplexo é detetado pela adição de um anticorpo secundário marcado por 
um fluorocromo. De seguida, com um scanner de biochip, geram-se imagens de 
fluorescência que serão processadas num programa de software específico (MIA- 
Microarray Image Analysis Software). Os resultados são expressos em Unidades 
Normalizadas ISAC (ISU- ISAC Standard Units), que não têm correspondência 
quantitativa às Unidades Internacionais convencionadas pelo método de 
ELISA.19,24,25,26,27,28,29 
 
Figura 29 - Teste de ISAC 
 
 
Os resultados obtidos são interpretados numa escala convencional de 0 a 15 ISU 
(ISAC Standard Units).9 
 
Tabela 9 - Resultados de ISAC 
ISAC Standard Units (ISU) Nível  
<0.3 Indetetável 
0.3 – 0.9 Baixo 
1 – 14.9 Moderado a Alto 
>15 Muito Alto 
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Na figura 31 pode observar-se a imagem obtida do controlo positivo do método, 
nas figuras 30 e 32 observam-se exemplos de amostras positivas de pacientes. 
Um exemplo de uma amostra negativa pode ser observado na figura 33. 
 
                                                                               
                                                                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
  
Figura 31 - Controlo positivo do método ISAC Figura 30 - Paciente positivo no método de ISAC 
Figura 32 - Paciente positivo no método de ISAC Figura 33 - Paciente negativo pelo método de 
ISAC 
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4 - METODOLOGIA 
 
4.1 - Tipo de estudo 
 
O presente estudo enquadra-se na metodologia de tipo descritivo e experimental. 
 
4.2 – Ética 
 
Assume-se o compromisso de garantir a confidencialidade das informações, com 
o intuito de não violar quaisquer normas éticas e deontológicas, respeitando os 
princípios do Código de Nuremberga e a Declaração de Helsínquia. 
 
4.3 - Instrumentos utilizados 
 
Foi utilizado o autoanalizador ImmunoCAP 250 da marca Phadia, para o 
doseamento das imunoglobulinas IgE específicas e o programa de software 
Phadia Information Data Manager (IDM). No método ISAC usou-se um leitor 
scanner de biochip e um programa de software específico (MIA- Microarray Image 
Analysis Software). Foi utilizado como instrumento de recolha, a base de dados e 
resultados do sistema Appolo 2.0. Utilizou-se ainda, o programa Microsoft ® 
Office Excel © 2007.  
 
4.4 – Amostra 
 
Foram selecionados todos os doentes com pedido de determinação de 
ImmunoCAP ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen Chip), desde setembro de 
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2010 até maio de 2011. Trata-se de um método de diagnóstico recente, de custo 
relativamente elevado e ainda pouco divulgado, pelo que o número de doentes 
para os quais é solicitado é escasso. 
Paralelamente, para estes mesmos doentes, foi efetuado o doseamento de IgE 
específica pelo método de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), tendo 
como objetivo comparar o valor diagnóstico dos dois métodos para o apoio no 
diagnóstico de doença atópica. 
A população amostra é constituída por 35 doentes, sendo que 54% são do género 
masculino e 46% do género feminino (gráfico1). Em relação à idade, o maior 
número de doentes pertence à faixa etária 0-9 anos com 37%, seguidos pelos que 
estão inseridos na faixa etária 10-19 anos e 20-29 anos, ambas com 23%. Com 
8%, estão os doentes pertencentes à faixa etária 30-39 anos. As faixas etárias 
com menos doentes são 40-49 anos, 50-59 anos e 80-89 anos, todas com 3%. 
Não existe nenhum doente inserido nas faixas etárias de 60-69 anos e 70-79 anos 
(gráfico 2).  
Para manter o anonimato, optou-se por numerar os doentes de I a XXXV.  
 
 
Gráfico 1 - Género 
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54% 
Feminino 
46% 
Género 
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Gráfico 2 – Idade 
 
Dos 35 doentes, apenas 25 tinham disponível alguma informação clínica ou 
suspeita relacionada com doença alérgica. A Rinite (44%) é a suspeita mais 
frequente, seguida da Doença Atópica não especificada (40%) e da Asma (16%) 
(gráfico 3). 
 
 
 
Gráfico 3 - Informação clínica disponibilizada ou suspeita relacionada com doença alérgica 
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4.5 – RESULTADOS 
 
Em relação aos resultados obtidos, verificou-se que 43% dos doentes revelaram a 
presença de anticorpos IgE específicos em ambos os métodos de diagnóstico, 
49% foram negativos em ambos os métodos e 8% dos doentes foram 
considerados discrepantes, isto é, revelaram presença de anticorpos IgE 
específicos pelo método de ELISA, tendo sido no entanto negativos pelo método 
de ISAC. (gráfico 4).  
Quanto à idade, detetou-se que as faixas etárias 10-19 anos e 20-29 anos tinham 
o maior número de doentes com a presença de anticorpos IgE específicos, ambas 
com 33%, seguidas pela faixa etária 0-9 anos com 22%. As faixas etárias com o 
menor número de doentes com presença de anticorpos IgE específicos são 30-39 
anos e 50-59 anos, ambas com 6% (gráfico 5). 
 
 
 
Gráfico 4 - Resultados obtidos em ambos os métodos de diagnóstico 
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Gráfico 5 - Idade dos doentes com presença de anticorpos IgE específicos por ambos os métodos 
 
Nos resultados obtidos pelo método de ISAC, verificou-se que 80% dos doentes 
foram positivos para alergénios moleculares inalantes, 7% foram positivos para 
alergénios moleculares alimentares e 13% foram positivos para alergénios 
moleculares inalantes e alimentares (gráfico 6).  
 
Gráfico 6 – Resultados obtidos nos doentes positivos pelo método de ISAC 
Na tabela 10 estão registados os resultados de todos os doentes no método de 
ISAC. 
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Tabela 10 - Resultados obtidos pelo método de ISAC 
Doentes Método ISAC 
I Positivo 
II Negativo 
III Negativo 
IV Positivo 
V Positivo 
VI Negativo 
VII Negativo 
VIII Negativo 
IX Negativo 
X Positivo 
XI Negativo 
XII Negativo 
XIII Negativo 
XIV Positivo 
XV Positivo 
XVI Negativo 
XVII Positivo 
XVIII Negativo 
XIX Negativo 
XX Negativo 
XXI Positivo 
XXII Negativo 
XXIII Negativo 
XXIV Negativo 
XXV Positivo 
XXVI Positivo 
XXVII Positivo 
XXVIII Positivo 
XXIX Negativo 
XXX Negativo 
XXXI Negativo 
XXXII Negativo 
XXXIII Positivo 
XXXIV Positivo 
XXXV Positivo 
 
Na tabela 11 estão todos os alergénios moleculares detetados pelo método de 
ISAC. Onde se verifica que mais de metade dos doentes positivos regista 
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reatividade com ácaros e gramíneas e que quase todos os doentes com reação 
positiva estão relacionados com aeroalergénios. 
  
Tabela 11 - Resultados obtidos por alergénio molecular nos doentes positivos pelo método de ISAC 
    I IV V X   XIV XV XVII XXI XXV XXVI XXVII XXVIII XXXIII XXXIV XXXV 
Grama Cyn d1 * * *             *   *     * 
Rabo de gato 
Phl p1 * * *             *   * *   * 
Phl p2 * *               *         * 
Phl p4 * *               *       * * 
Phl p5 * * *                 *     * 
Phl p6   *                   *     * 
Phl p11     *             *   *       
Phl p12 *                  *   *        
Vidoeiro Bet v2                   *           
Oliveira 
Ole e1               *               
Ole e2                   *           
Platano 
Pla a1                       *       
Pla a 2                   *           
Amieiro Aln g1   *                           
Cipreste Cup a1                   *           
Cedro Cry j1                   *           
Dedaleira Mer a1                   *           
Latex Hev b8                   *           
Kiwi Act d1       *               *       
D. pteronyssinus 
Der p1 * * *     *         * * *     
Der p2 * * *   *   *       * * *     
D. farinae 
Der f1 * * *               * * *     
Der f2 * * *   *   *       * * *     
E. maynei Eur m2                       * *     
Ovo 
Gal d1                 *             
Gal d2                 *             
Gato 
Fel d1     * *               *       
Fel d4                       *       
Câo Can f1                       *       
Rato Mus m1                       *       
Aspergillus Asp f6       *                       
Alternaria Alt a1   *           *               
 
Nos alergénios moleculares detetados pelo método de ISAC, verificou-se que 
57% eram de Origem Vegetal e que 43% eram de Origem animal (gráfico 7). 
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Gráfico 7 - Origem dos alergénios moleculares detetados pelo método de ISAC 
 
Nos resultados obtidos pelo método de ELISA, verificou-se que 61% dos doentes 
foram positivos para Phadiotop® inalante, 6% foram positivos para Phadiotop® 
alimentar e 33% foram positivos para Phadiotop® alimentar e inalante (gráfico 8). 
 
 
Gráfico 8 - Resultados obtidos nos Phadiotop® no método de ELISA 
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Tabela 12 -Resultados obtidos pelo método de ELISA 
Doentes  
Método ELISA 
Phadiotop
®
 alimentar Phadiotop
®
 inalante 
I 0.41 74.0 
II <0.35 <0.35 
III <0.35 <0.35 
IV 0.41 >100 
V <0.35 21.1 
VI <0.35 <0.35 
VII <0.35 <0.35 
VIII <0.35 <0.35 
IX <0.35 <0.35 
X <0.35 13.0 
XI <0.35 <0.35 
XII <0.35 <0.35 
XIII <0.35 <0.35 
XIV <0.35 4.34 
XV <0.35 3.81 
XVI <0.35 <0.35 
XVII <0.35 18.6 
XVIII <0.35 <0.35 
XIX 3.59 <0.35 
XX <0.35 <0.35 
XXI <0.35 10.2 
XXII <0.35 <0.35 
XXIII <0.35 0.93 
XXIV <0.35 <0.35 
XXV 4.88 1.51 
XXVI 0.80 52.2 
XXVII <0.35 69.7 
XXVIII 6.27 >100 
XXIX <0.35 <0.35 
XXX <0.35 <0.35 
XXXI <0.35 <0.35 
XXXII <0.35 0.70 
XXXIII <0.35 14.5 
XXXIV <0.35 0.69 
XXXV <0.35 21.6 
 
Tal como foi referido no gráfico 4, verificou-se concordância em quase todos os 
doentes testados por ambos os métodos de diagnóstico. Há, no entanto 3 doentes 
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que foram positivos para a presença de anticorpos IgE específicos pelo método 
de ELISA, mas foram negativos no método de ISAC (tabela 13). 
 
Tabela 13 - Resultados obtidos pelo método de ISAC e pelo método de ELISA 
Doentes  Método ISAC 
Método ELISA 
Phadiotop® alimentar Phadiotop® inalante 
I Positivo (inalante) 0.41 74.0 
II Negativo <0.35 <0.35 
III Negativo <0.35 <0.35 
IV Positivo (inalante) 0.41 >100 
V Positivo (inalante) <0.35 21.1 
VI Negativo <0.35 <0.35 
VII Negativo <0.35 <0.35 
VIII Negativo <0.35 <0.35 
IX Negativo <0.35 <0.35 
X Positivo 
(alimentar + inalante) 
<0.35 13.0 
XI Negativo <0.35 <0.35 
XII Negativo <0.35 <0.35 
XIII Negativo <0.35 <0.35 
XIV Positivo (inalante) <0.35 4.34 
XV Positivo (inalante) <0.35 3.81 
XVI Negativo <0.35 <0.35 
XVII Positivo (inalante) <0.35 18.6 
XVIII Negativo <0.35 <0.35 
XIX Negativo 3.59 <0.35 
XX Negativo <0.35 <0.35 
XXI Positivo (inalante) <0.35 10.2 
XXII Negativo <0.35 <0.35 
XXIII Negativo <0.35 0.93 
XXIV Negativo <0.35 <0.35 
XXV Positivo (alimentar) 4.88 1.51 
XXVI Positivo (inalante) 0.80 52.2 
XXVII Positivo (inalante) <0.35 69.7 
XXVIII Positivo 
(alimentar + inalante) 
6.27 >100 
XXIX Negativo <0.35 <0.35 
XXX Negativo <0.35 <0.35 
XXXI Negativo <0.35 <0.35 
XXXII Negativo <0.35 0.70 
XXXIII Positivo (inalante) <0.35 14.5 
XXXIV Positivo (inalante) <0.35 0.69 
XXXV Positivo (inalante) <0.35 21.6 
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Nos doentes em que não houve concordância nos resultados obtidos por ambos 
os métodos, prosseguiu-se com a determinação pelo método de ELISA, utilizando 
alergénios múltiplos para os aeroalergénios e específicos para os alergénios 
alimentares (ver tabelas 14 e 15). Cujos resultados obtidos são apresentados na 
tabela 16. 
 
Tabela 14 - Alergénios específicos utilizados 
Código Fonte alergénica específica 
f1 Clara de ovo 
f2 Leite de vaca 
f3 Bacalhau 
f13 Amendoim 
f14 Soja 
f35 Batata 
 
Tabela 15 - Alergénios múltiplos utilizados 
Código Fonte alergénica múltipla 
 
 
gx1 
(gramíneas) 
Panasco 
Sargasso 
Azevém 
Rabo de gato 
Erva de febra 
 
hx2 
(pó da casa e ácaros) 
Pó da casa 
Dermataphagoides pteronyssinus 
Dermatophagoides farinae 
Barata 
 
 
tx7 
(árvores) 
Oliveira 
Salgueiro 
Pinheiro 
Eucalipto 
Acacia 
Malaleuca 
 
 
ex1 
(epitélios de animais) 
Gato  
Cavalo  
Cão  
Vaca  
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Tabela 16 - Resultados obtidos nos doentes discordantes entre ambos os métodos 
Doentes 
Método 
ISAC 
Método ELISA 
Multi-
alimentos 
(fx5) 
Phadiotop 
inalante 
f13 f14 f2 f1 f3 f35 hx2 tx7 gx1 ex1 
I 
Positivo 
(inalantes) 0.41 74.0 1.28 1.16 - - - - - - - - 
IV 
Positivo 
(inalantes) 0.41 >100 3.3 0.69 - - - - - - - - 
X 
Positivo 
(alimentares 
+ inalantes) 
<0.35 13.0 - - - - - - - - - - 
XIX Negativo 3.59 <0.35 - - <0.35 1.54 <0.35 - - - - - 
XXIII Negativo <0.35 0.93 - - - - - - 0.62 <0.35 <0.35 <0.35 
XXV 
Positivo 
(alimentares) 4.88 1.51 <0.35 - - 3.07 - >100 - <0.35 <0.35 - 
XXVI 
Positivo 
(inalantes) 0.80 52.2 4.57 2.5 - - - - - - - - 
XXVIII 
Positivo 
(alimentares 
+ inalantes) 
6.27 >100 3.0 1.03 - - - - - - - - 
XXXII Negativo <0.35 0.70 - - - - - - 0.69 <0.35 <0.35 <0.35 
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5 – DISCUSSÃO 
 
Na verdade, a escala de quantificação proposta pelos produtores de reagentes do 
método de ISAC (tabela 9) é arbritaria, não correspondendo ainda à referência de 
qualquer método estandardizado internacionalmente. Assim, apenas poderemos 
valorizar qualitativamente os resultados no método de ELISA contrapondo-os à 
presença ou ausência de anticorpos específicos determinada pelo método de 
ISAC. 
 
A técnica de obtenção de alergénios moleculares baseia-se na purificação ou 
recombinação genética de componentes dos alergénicos, assegurando a rigorosa 
especificidade relativamente a um determinado epitopo. Esta técnica serve-se da 
partilha de determinantes antigénicas entre alergénios, de epitopos existentes em 
alergénios de fontes distintas apresentarem a mesma reatividade, pela sua 
homologia esterioquimica, cobrindo um espectro de 103 alergénios moleculares 
correspondentes apenas a 48 fontes alergénicas. 
 
A identificação destas fontes alergénicas pelo método de ELISA exigiria uma 
quantidade de soro da ordem dos 10 ml (correspondendo aproximadamente a 20 
ml de sangue total) versus 20 l de soro utilizado para a pesquisa de 103 
alergénios moleculares pelo método de ISAC, podendo ainda utilizar-se sangue 
capilar, evitando desta forma uma técnica mais invasiva (punção venosa por 
picada), pormenor que importa considerar principalmente em escalões etários 
mais baixos, nas quais os sintomas alérgicos são frequentes. 
 
Verificou-se que a maioria dos doentes revelou positividade a anticorpos IgE 
específicos para fontes alergénicas inalantes por ambos os métodos de 
diagnóstico (ver gráficos 6 e 8). 
 
Na comparação prática dos dois métodos de diagnóstico verificaram-se, no 
entanto, algumas discrepâncias a cuja análise procederemos e que, no cômputo 
geral, três dos doentes estudados apresentam positividade para alergénios pelo 
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método de ELISA, não se verificando correspondência positiva pelo método de 
ISAC (ver tabela 13); vejamos: 
 
Dois dos doentes (XXIII e XXXII) apresentavam positividade para um teste 
múltiplo constituído por quatro fontes alergénicas (Pó da casa, Dermataphagoides 
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Barata). Tendo em conta que o pó da 
casa é um complexo de alergénios de composição variável e indeterminada 
(produtos derivados de ácaros, epitélios humanos e de animais, restos de 
alimentos, produtos químicos, etc), esta discrepância talvez não seja significativa 
(ver tabela 16). 
 
O terceiro caso de discrepância (doente XIX) corresponde à positividade à clara 
de ovo pelo método de ELISA sendo negativo pelo método de ISAC (ver tabela 
16). 
Isto poderá ser devido à possibilidade de haver componentes proteicos da clara 
de ovo, presentes no extrato total, usado como alergénio no método de ELISA, ao 
passo que no método de ISAC apenas estão presentes os epitopos 
correspondente à Ovoalbumina, Ovomucoide e Ovotransferrina ou Conalbumina, 
sabendo-se que para além das proteínas presentes no método de ISAC a clara de 
ovo apresenta ainda Ovoglobulina, Ovomucina, Lisozima, Ovoglicoproteina, 
Flavoproteina, Ovomacroglobulina, Avidina e Cistatina.  
   
A positividade pelo método de ELISA para um painel múltiplo de alergénios 
alimentares sem correspondência específica positiva pelo método de ISAC pode 
explicar-se pela análise detalhada da casuística que a seguir se apresenta: 
 Doente I: a positividade pelo método de ELISA a um painel múltiplo de 
alergénios alimentares é justificada pela positividade no método de ISAC 
ao alergénio molecular inalante Phl p12 (Phleum pratense), estando este 
alergénio inserido na família de proteínas designadas por Profilinas, que 
tem reatividade cruzada com os alergénios moleculares inseridos na 
mesma família de proteínas, neste caso específico, com os alergénios 
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moleculares do amendoim (Ara h5) e da soja (Gly m3), que estão incluídos 
no painel alimentar do método de ELISA (ver tabelas 5, 11 e 16); 
 Doente IV: Também se trata de um possível doente com reatividade 
cruzada, mas neste caso, com a família de proteínas análogas do Bet v1. 
O alergénio molecular inalante Aln g1 (amieiro) pode originar resultados 
positivos com o painel múltiplo alimentar usado no método de ELISA por 
reatividade cruzada com os alergénios moleculares do amendoim (Ara h8) 
e da soja (Gly m4), também pertencentes à família de proteínas análogas 
do Bet v1 (ver tabelas 5, 11 e 16); 
 Doente X: O painel múltiplo utilizado no despiste de alergias alimentares, 
não contempla a fonte alergénica do Kiwi, presente no painel molecular 
ISAC, razão pela qual não houve positividade a alergénios alimentares pelo 
método de ELISA (ver tabelas 10 e 16); 
 Doente XXV: Devido ao quadro clínico e perfil de reatividade cruzada deste 
doente, o seu soro está em estudo nos laboratórios centrais da Phadia em 
Uppsala, Suécia, pois possivelmente estamos perante um caso atípico e 
que apresenta uma grande e muito rara sensibilidade à Batata (ver tabelas 
10 e 16); 
 Doente XXVI: Situação semelhante ao do doente I, isto é, a positividade 
pelo método de ELISA a alergénios alimentares é justificada pela 
positividade no método de ISAC ao alergénio molecular inalante Phl p12 
(Phleum pratense), estando este alergénio inserido na familia de proteínas 
designadas por Profilinas, que tem reatividade cruzada com os alergénios 
moleculares inseridos na mesma família de proteínas, neste caso 
específico, com os alergénios moleculares do amendoim (Ara h5) e da soja 
(Gly m3) (ver tabelas 5, 11 e 16); 
 Doente XXVIII: Tal como o doente X, o painel múltiplo utilizado no despiste 
de alergias alimentares pelo método de ELISA não contempla a fonte 
alergénica do Kiwi, e não havendo reação positiva no método de ISAC a 
nenhum dos componentes do painel múltiplo alimentar do método de 
ELISA, estamos mais uma vez perante um possível caso de reatividade 
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cruzada inserido na família de proteínas designada por Profilinas, tal como 
já foi verificado nos doentes I e XXVI (ver tabelas 4, 10 e 15). 
Em todos os casos de reatividade cruzada anteriormente descritos, o relatório 
interpretativo do método de ISAC apontava para essa possibilidade.  
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6 – CONCLUSÃO 
 
Tal como foi referido inicialmente, o principal objetivo desta dissertação, foi 
efetuar um estudo comparativo do valor clínico dos resultados entre o método 
ImmunoCAP ISAC IgE (Immuno Solid-phase Allergen Chip) e o método 
tradicional de doseamento de IgE específica por ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay). 
 
Todos os doentes que proporcionaram resultados positivos pelo método de ISAC, 
foram igualmente positivos pelo método de ELISA.  
 
Nos três doentes que revelaram a presença de anticorpos IgE específicos pelo 
método de ELISA mas não revelaram a presença de anticorpos IgE específicos 
pelo método de ISAC, a hipótese de justificação desta discrepância seria devido à 
ausência de alergénios moleculares no painel ISAC correspondentes às fontes 
alergénicas (multialergénicos) existentes no painel ELISA, como já referimos. 
 
O método de ELISA baseia-se na afinidade dos anticorpos presentes no soro para 
extratos antigénicos totais. Não identifica e não explica assim a reatividade 
cruzada entre fontes alergénicas de natureza distinta, o que só é possível pelo 
método de ISAC cujo princípio se fundamenta na demonstração da afinidade dos 
anticorpos para alergénicos moleculares. 
 
Pelo método de ISAC, foi possível caraterizar reatividade cruzada em doentes, o 
que passaria despercebido pela utilização isolada do método de ELISA.  
A título de exemplo, usaremos o doente IV: pelo método de ELISA este doente 
obteve resultados positivos para um painel múltiplo de alergénios alimentares 
(leite de vaca, clara de ovo, bacalhau, trigo, amendoim e soja) o que teria levado 
à continuação do estudo de anticorpos IgE específicos, de modo a determinar 
qual das fontes alergénicas a que este doente estaria sensibilizado ou, numa 
situação mais radical, privar este doente da ingestão destes mesmos alimentos. 
No entanto, pelo método de ISAC foi possível perceber que estaríamos perante 
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um caso de provável reatividade cruzada, pois, este doente revelou positividade a 
alergénios moleculares pertencentes à família de proteínas análogas do Bet v1 
com forte reatividade cruzada. Dos alergénios alimentares do painel múltiplo 
estudado, apenas o amendoim e a soja pertencem à família de proteínas 
análogas do Bet v1. 
 
A etiologia extremamente complexa de algumas situações alérgicas, justifica a 
utilização do método de ISAC para abranger um espectro mais amplo de 
reatividades, que poderá justificar o quadro de sensibilização alérgica. 
 
Outra grande vantagem do método de ISAC, como já referimos, é a quantidade 
de amostra necessária (20l) podendo ainda recorrer-se a sangue capilar, 
pormenor que poderá ter interesse em Pediatria. 
 
Ambos os métodos de diagnóstico laboratorial aparentemente, têm idêntico valor 
clínico no apoio ao diagnóstico da doença alérgica, muito embora o método de 
ISAC possa detalhar a especificidade do agente alergisante, o que poderá ter 
interesse no diagnóstico ou influenciar a atitude terapêutica.  
 
Na verdade, é imprescindível que todos os resultados obtidos, quer pelo método 
de ELISA, quer pelo método de ISAC, sejam interpretados no contexto clínico do 
doente. 
 
Seria desejável que o estudo comparativo do método de ISAC prosseguisse tendo 
em vista um melhor conhecimento do valor clínico no estudo inicial de uma 
possível doença atopica, possibilitando uma desejável quantificação das reações 
positivas. 
 
Como o método de ISAC está em permanente desenvolvimento, (atualmente o 
painel já tem 112 alergénios moleculares pertencentes a 54 fontes alergénicas) é 
de crer que a sua contribuição diagnóstica no futuro, seja mais esclarecedora em 
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termos da especificidade causal das alergias. Tem um interesse diagnóstico 
potencialmente superior àquele que oferece na realidade atual. 
 
Pela nossa parte, continuaremos a estar atentos à relação entre os dois métodos, 
apenas deplorando o número limitados de casos estudados, imposto pelas 
circunstâncias do recente lançamento do método de ISAC, pelo seu custo 
relativamente elevado (não comparticipado pelo SNS) e pelo relativo 
desconhecimento pela classe médica deste novo método. 
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ANEXO A: 
Exemplo de um boletim informativo para o clínico com determinações 
pelo método de ELISA 
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ANEXO B: 
Exemplo de um boletim informativo para o clínico com determinações 
pelo método de ISAC 
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